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O (57) Abstract: The invention relates to the nucleotide and amino acid sequence, in addition to the activity and use of the fluorescent 
protein CGFP (fluorescent protein from clytia gregaria). 
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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft die Nukleotid- und Aminosauresequenz, sowie die AktivitSt und Verwendung des 
fluoreszierenden Proteins CGFP (fluoresziiendes Protein aus clytiagregaiia). 
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ISOLIERTES FLUORESZIERENDES PROTEIN AUS CLYTIA GREGARIA (CGFP) , SOWIE DESSEN 
VERWBNDUNG 



Die Erfindung betrifft die Nukleotid- und Aminosauresequenz, sowie die Aktivitat 
und Verwendung des fluoteszierenden Proteins CGFP (fluorescence protein of clytia 
5 gregaria). 

Fluoreszierende Proteine 

Eine Vielzahl an Coelenteraten sind biolumineszent (Morin et al, 1974) und 
10 emittieren blaues oder grOnes Licht. Das 1962 als erstes Licht produzierendes Protein 
identifizierte Aequorin aus Aequoria victoria (Shimomura et al,, 1962) emittierte als 
isoliertes Protein ein blaues Licht und nicht wie das phenotypisch beobachtete gnine 
Licht von Aequoria victoria. Spater konnte das griin fluoreszierende Protein (GFP) 
aus Aequoria victoria isoliert werden, das Aufgrund der Anregung durch das 
15 Aequorin die Meduse phenotypisch grOn erscheinen lasst (Johnson et al, 1962; 
Hastings et al., 1969; Inouye et al, 1994). 

Griin fluoreszierende Proteine koimten aus unterschiedlichen Organismen isoliert 
werden. Hierzu zahlen die Hydozoa (aequoria, halistaura obelia) und Anthropoden 
20 (acanthotilum, sea cactus, cavemularia, renila, ptilosarcus, stylatula) (Morin et al., 
1971; Morin et al., 1971 H, Wampler et al., 1971, Wampler et al., 1973, Cormier et 
al., 1973, Cormier et al., 1974, Levine et al., 1982). 

Eine Zusammenfassung einiger fluoreszierender Proteine findet sich in Tabelle 1 : 



25 
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Tabelle 1 : 

Ubersicht uber einige fluoreszierende Proteine. Angegeben ist der Name, der 
Organismus aus dem das Protein isoliert worden ist und die Identifikationsnmnmer 
5 (Acc. No.) des Datenbankeintrages. 



Name 


Organismus 


Identifikations 
Nr. 




Aequorea macrodactyla 


AF435433 


VJlCCIl iitHJl COV/Clll yjlV/ It/Hi 


Aeouoria 


L29345 


Green fluoresfcent protein-like protein 


Agaricia agaricites 


AY037775 


Green fluorescent protein-like protein 


Agaricia fragilis 


AY037765 


Green fluorescent protein 


Dendronq>hthya 


AF420591 


Red fluorescent protein 


Entacmaea quadricolor 


AY130757 


Green fluorescent protein-like protein 


Caribbean anemone 


AY037777 


Green fluorescent protein 


Heteractis crispa 


AF420592 


Green fluorescent protein-like protein 


Montastraea annularis 


AY037766 


Green fluorescent protein-like protein 


Montastraea cavernosa 


AY037768 


Cyan fluorescent protein 


Montastraea cavernosa 


AY056460 


Green fluorescent protein 


Renillamuelleri 


AY015996 


Green fluorescent protein 


Renilla renofonnis 


AF372525 


Green fluorescent protein-like protein 


Ricordea florida 


AY037774 



Die fluoreszierenden Proteine unterscheiden sich nicht nur aufgrund ihrer Nukleotid- 
und AminosSuresequenz, sondem auch aufgrund ihrer biochemischen und 
10 physikalischen Eigenschaflen. Die spektralen Charakteristika der fluoreszierenden 
Proteine kdnnen sich sowohl auf der Exitations- als auch auf der Enunisionsseite 
unterscheiden. Eine Obersicht der Spektren der Fluoreszenz und der 
AnregungswellenlSnge findet sich in Tabelle 2. 
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Tabelle 2 ; 

Ubersicht Uber einige fluoreszierende Proteine. Angegeben ist der Organismus aus 
dem das Protein isoliert worden ist, die Anregungs- und Enussionswellenlangen, die 
5 bei Spektralanalysen bestimmt worden sind. 



Organismus 


Anregung 


Fluoreszenz 


Aequoria 


465-498 nm 


509 nm 


Halistaura 


465 nm 


497 nm 


Phialidivun 


485 nm 


498 nm 


Renilla 


498 mn 


508 nm 



Die Verwendung von fluoreszierenden Proteineai wurde bereits zuvor beschrieben. 
Eine Obersicht findet sich in Tabelle 3: 

10 

Tabelle 3; 

Ubersicht fiber einige fluoreszierende Proteine. Angegeben ist der Organismus aus 
dem das Protein isoliert worden ist, der Name des fluoreszierenden Proteins und eine 
1 5 Auswahl an Patents bzw. Anmeldungen. 



Organismus 


Fluoreszierendes Protein 


Patent / Anmeldung 


Renilla muUeri 


GFP 


US patent no. 6.436.682 

WO200168824 

WO200257451 

WO2001 34824 

WO9949019 

US patent no. 6,232,107 
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i^rganisiiiius 


Fliinreszierendfis Protein 


Patent / Anmeldung 


Aequoria 


GFP 


WO200071565 

WO9711094 

W09623898 

US patent no. 5,958,713 

US patent no. 6,172,188 



Es konnte gezeigt werden, dass durch die VerSnderung der Aminosauresequenz von 
fluoreszierenden Proteinen die physikalischen und biochemischen Eigenschaften 
verandert werden konnen. Beispiele von mutagenisierten fluoreszierenden Proteinen 
5 sind in der Literatur beschrieben ^elagrave et aL, 1995; Ehrig et al., 1995; Heim et 
al., 1996). 

Fluoreszierende Proteine finden bereits in unterschiedlichsten Gebieten eine 

Anwendung. Die Verwendung von fluoreszierende Proteinen beim 'Fluorescence 
10 Resonance Energy Tranfer'(FRET), 'Bioluminescence Resonance Energy Transfer 

(BRET) und anderen Energietransferverfahren wurde bereits in der Literatur 

beschrieben (Mitra et al., 1996; Ward et aL, 1978; Cardullo et al, 1988; US patent no. 

4,777,128; US patent no. 5,126,508; US patent no. 4,927,923; US patent no. 

5,279,943). Weitere Nicht-radioaktive Methoden zum Energietransfer mittels GFP 
15 wurden in ebenfalls bereits beschrieben (PCT appL WO 98/02571 and WO 

97/28261) 

Reportersysteme 

20 Als Reporter- oder Indikatorgen bezeichnet man generell Gene, deren Genprodukte 
sich mit Hilfe einfacher biochemischer oder histochemischer Methoden leicht nach- 
weisen lassen. Man unterscheidet mindestens 2 Typen von Reportergenen. 
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1 . Resistenzgene. Als Resistenzgene werden Gene bezeichnet, deren Expression 
einer Zelle die Resistenz gegen Antibiotika oder andere Substanzen verleiht, 
deren Anwesenheit im Wachstumsmedium zum Zelltod fuhrt, wenn das 
Resistenzgen fehlt. 

5 

2. Reportergen. Die Produkte von Reportergenen werden in der Gentechnologie 
als fusionierte oder unfusionierte Indikatoren verwendet. Zu den gebrauch- 
lichsten Reportergenen gehort die beta-Galaktosidase (Alam et al., 1990), 
alkalische Phosphatase (Yang et al., 1997; CuUen et al., 1992), Lucifcrasen 

10 und andere Photoproteine (Shinomura, 1985; Phillips GN, 1997; Snowdowne 

etaL, 1984). 

AJs Lumineszenz bezeichnet man die Abstrahlung von Photonen im sichtbaren 
Spektralbereich, wobei diese durch angeregte Emittennolekule erfolgt. Im Unter- 
15 schied zur Fluoreszenz wird hierbei die Energie nicht von AuBen in Form von 
Strahlung kiirzerer WellenlSnge zugefuhrt. 

Man unterscheidet Chemilumineszenz und Biolumineszenz. Als Chemolumineszenz 
bezeichnet man eine chemische Reaktion die zu einem angeregten MolektU fuhrt, das 
20 selbst leuchtet, wenn die angeregten Elektronen in den Grundzustand zuruckkehren. 
Wird diese Reaktion durch ein Enzym katalysiert, spricht man von Biolxunineszenz. 
Die an der Reaktion beteiligten Enzyme werden generell als Luziferasen bezeichnet. 

Einordung der Spezies Clytia gregaria 

25 

Cnidaria-^Leptomedusae-^Campanulariidae-* Clytia gregaria 

Die Spezies Clytia gregaria gehort zu den Cnidaria, speziell zu den Medusen. Der 
biolumineszente bzw. fluoreszente PhSnotyp wurde bereits 1998 beschrieben (Ward 
30 etal.,1998). 
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Isolierung der cDNA 

Zur Untersuchung der fluoreszenten Aktivitat der Spezies Clytia gregaria wurden 
Exemplare im Friday Harbor in Washington State (USA) gefangen und in fliissigem 
5 Stickstoff gelagert. Zur Herstellung der cDNA-Bibliothek wurde ausschlieBlich der 
biolumineszente Ring eines Medusenexemplars verwendet. Zur Erstellung der 
cDNA-Bibliotheken von Clytia gregaria, wurde die RNA nach der Methode von 
Krieg (Krieg et al., 1996) durch Isothiocyanat isoliert, 

10 Zur Herstellung der cDNA wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Hierzu wurden 10 ^g 
RNA mit Reverser Transkriptase (Superscribt Gold II) nach folgendem Schema 
inkubiert: 





PCR 


1. 


30 


Sekunden 




15 




2. 


6 


Minuten 








3. 


10 


Sekunden 








4. 


6 


Minuten 





17 Zyklen von Schritt 4 nach Schritt 3 

20 

Die Reaktionsprodukte wurden zur Inaktivierung der Polymerase fur 30 Minuten bei 
37°C mit Proteinase K inkubiert und die cDNA mit Ethanol prSzipitiert. Die cDNA 
wurde in Wasser gel6st und mit Sfil flir eine Stunde bei 3TC inkubiert. Die Reak- 
tionsprodukte wurden zur Abtrennung kleiner Fragmente gelfiltriert. Die fraktionierte 
25 cDNA wurde anschiieBend in den Sfil geschnittenen und dephosphorilierten 
A,TriplEx2 Vector ligiert. Zur Herstellung einer A,-Phagen Expressionsbank wurden 
die klonierten cDNA-Fragmente anschlieBoid durch das in vitro Verpackungssystem 
SMART cDNA Library Construction Kits (Clontech) in A.-Phagen verpackt. 
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Die Identifizierung der rekombinaten Phagen, die eine cDNA Insertion mit poten- 
tieller Expression von fluoreszenten Proteinen enthielten, wurde ein „Ubnury 
screening" durchgefiihrt. 

5 Hierzu wurden Bakterienrasen aus transformierten E. coli XLl-Blue auf 90 mm 
Kulturschalen plattiert und fiir 12-15 Stunden bei 31^C inkubiert. Die Induktion der 
Proteinexpression durch die Zugabe von 60 \il einer 20 mM IPTG 
(Isopropythiogalactoside) L6sung auf die Flatten gestartet Nach einer Inkubation 24 
Stunden bei Raumtemperatur wurden die Flatten fllr 72 Stunden bei 4 gelagert. 

10 Anschliessend erfolgte die Messung der Fluoreszenz. 

Hierzu wurden die Bakterien mit einem Argon-Laser (LGN502) mit 100 mV bei 488 
nm Oder 366 nm (IJVL21) bestrahlt. Die Fluoreszenz wurde unter Verwendung eines 
510 nm ZSV Filters gemessen. 

15 

Zur Isolierung der Klone und spektralen Analyse wurde die Biomasse der 
Fluoreszenz positiven Klone von den Kulturplatten entfemt und in PBS (phosphate 
buffed saline) resuspendiert, Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall. Nach der 
Klarung des Lysates durch Zentrifiigation wurde die Fluoreszenz des Uberstandes im 
20 Fluorometer bestimmt. 

Es wurde ein fluoreszierendes Protein identifiziert. Das fluoreszierende Protein 
wurde als CGFP (fluorescence protein of clytia gregaria) bezeichnet. Im Folgenden 
wird das fluoreszierende Protein CGFP im einzelnen dargestellt. 

25 

CGFP 

Das fluoreszierende Protein CGFP zeigt die hSchste Homologie auf Amino- 
saxu-eebene zu GFP aus Aequoria mit einer IdentitSt von 44 % (gezeigt in Beispiel 8; 
30 Figur 5). Auf Nukleinsaureebene liegt die Identitat unter 30 % (gezeigt in Beispiel 9; 
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Figur 6). Zum Sequenzvergleich wurde das BLAST-Verfahren verwendet (Altschul 
et al., 1997). 

Die Erfindung betrifift auch fiinktionelle Aquivalente von CGFP. Funktionelle 
5 Aquivalente sind solche Proteine, die vergleichbare physikochemische Eigenschaften 
haben und mindestens 70 % homolog sind. Bevoizugt ist eine Homolpgie von 80 % 
Oder 90 %. Besonders bevoizugt ist eine Homologie von 95 %. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Reportergen fiir zellulSre Systeme 
10 speziell fur Rezeptoren, fUr lonenkanale, fiir Transporter, fiir Transkriptionsfaktoren 
Oder fiir induzieibare Systeme. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Reportorgen in bakteriellen und 
eukaryotischen Systemen speziell in SSugerzellen, in Bakterien, in Hefen, in Bakulo, 
15 inPflanzen 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Reportergene fiir zellulSre Systeme 
in Kombination mit biolumineszenten oder chemolumineszenten Systemen speziell 
Systemen mit Luziferasen, mit Oxygenasen, mit Phosphatasen. 

20 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Markerprotein, speziell bei der 
FACS (Fluorescence activated cell sorter) Sortierung. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Fusionsprotein speziell fiir 
25 Rezeptoren, fiir lonenkanale, fiir Transporter, fiir Transkriptionsfaktoren, fiir 
Protdasen, fiir Kinasen. fiir Phosphodiesterasen, fiir Hydrolasen, fiir Peptidasen, fiir 
Transferasen, fiir Membranproteine, fiir Glykoproteine. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich zur Immobilisierung speziell dutch 
30 Antikfiiper, durch Biotin, durch magnetische oder magnetisierbare TrSger. 
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Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Protein fur Systeme des 
Energietransfers speziell der FRET- (Fluorescence Resonance Energy Transfer) 
3RET- ^ioluminescence Resonance Energy Transfer), FET (field effect 
transistor), FP (fluorescence polarization), HTRF (Homogeneous time-resolved 
5 fluorescence) Systemen. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Maikierung von Substraten od«: 
Liganden speziell fur Proteasen, fiir Kinasen, fUr Transferasen. 

10 Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich zur Expression in bakteriellen 
Sytemen speziell zur Titerbestimmung, als Substrate fiir biochemische Systeme 
speziell fiir Proteinasen und Kinasen. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Marker speziell gekoppelt an 
15 Antikfirper, gekoppelt an Enzyme, gekoppelt an Rezeptoren, gekoppelt an lonen- 
kan^e und andere Proteine. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Reportergen bei der phanna- 
kologischen Wirkstoffeuche speziell im HTS (High Throughput Screening). 

20 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Komponente von Detektions- 
systemen speziell fiir ELISA (enzyme-linked immimosorbent assay), fiir 
Inununohistochemie, fiir Westem-Blot, Sit die konfokale Mirko^opie. 

25 Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Maricer fiir die Analyse von 
Wechselwirkungoi speziell ffir Protein-Protein-Wechselwirkungen, fiir DNA- 
Protein-Wechselwirkungen, fiir DNA-RNA-Wechselwiikungen, fiir RNA-RNA- 
Wechselwirkungen, fiir RNA-Protein-Wechslewirkungen (DNA : deoxyribonucleic 
acid; RNA : ribonucleic acid; ). 
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Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Marker oder Fusionsprotein fUr die 
Expression in transgenen Organismen spezieli in Mausen, in Ratten, in Hamstem und 
anderen Sa^ugetieren, in Primaten, in Fischen, in Wiirmem, in Pflanzen. 

5 Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Maiker oder Fusionsprotein zur 
Analyse der Embryonalentwicklung. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Maiker fiber einen Kopplungs- 
vermittler spezieli Uber Biotin, flber NHS (N-hydroxysulfosuccimide), flber CN-Br. 

10 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Reporter gekoppelt an 
Nukleinsauren spezieli an DNA, an RNA. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich als Reporter gekoppelt an Proteine 
15 Oder Peptide. 

Das an Nukleinsauren oder Peptiden gekoppelte fluoreszierende Protein CGFP eignet 
sich als Sonde spezieli flir Northern-Blots, fUr Southern-Blots, fiir Western-Blots, fUr 
ELISA, flirNukleinsauresequenzierungen, furProteinanalysen, Chip-Analysen. 

20 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich Markierung von pharmakologischen 
Formulierungen spezieli von infektifisen Agentien, von Antikorpem, von „small 
molecules". 

25 Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich fiir geologische Untersuchungen 
spezieli fur Meeres-, Gnindwasser- und FlussstrSmungen. 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich zur Expression in Expressions- 
systemen spezieli in in-vitro Translationssystemen, in bakteiiellen Systemen, in 
30 Hefen Systemen, in Bakulo Systemen, in viralen Systemen. in eukaiyotischen 
Systemen. 
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Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich ziur Visualisiening von Geweben oder 
Zellen bei chirurgischen Eingriffen speziell bei invasiven, bei nicht-invasiven, bei 
minimal-invasiven. 

5 

Das fluoreszierende Protein CGFP eignet sich auch zur Markierung von Tumor- 
geweben und anderen phStaotypisch verSnderten Geweben speziell bei der 
histologischen Untersuchung, bei operativen Eingriffen. 

10 Die Erfindung betrifft auch die Reinigung des fluoreszierenden Proteins CGFP 
speziell als wildtyp Protein, als Fusionsprotein, als mutagenisiertes Protein, 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des fluoreszierenden Proteins CGFP auf 
dem Gebiet der Kosmetik speziell von Badezusatzen, von Lotionen, von Seifen, von 
1 5 Korperfarben, von Zahncreme, von Koiperpudem. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des fluoreszierenden Proteins CGFP zur 
Farbung speziell von Nahrungsmittehi, von Badezusatzen, von Tinte, von Textilien, 
von Kunststoffen. 

20 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des fluoreszierenden Proteins CGFP zur 
Farbung von Papier speziell von GruBkarten, von Papierprodukten, von Tapeten, von 
Bastelartikeln. 

25 Die Erfmdung betrifft auch die Verwendung des fluoreszierenden Proteins CGFP zur 
FSibung von Flflssigkeiten speziell fttr Wasserpistolen, fUr Springbrunnen, fiir 
GetrSnke, fOr Eis. 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung des fluoreszierenden Proteins CGFP zur 
30 Herstellung von Spielwaren speziell von Fingerfarbe, von Schminke. 
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Die Erfindung bezieht sich desweiteren auf Nukleinsauremolekule, ausgewahlt aus 
der Gruppe bestehend aus 

a) Nukleinsauremolekulen, die das Polypeptid offenbart durch SEQ ID NO: 2 
5 kodieren; 

b) Nukleinsauremolekaien, welche die durch SEQ ID NO: 1 dargestellte 
Sequenz enfhalten; 

10 c) Nukleinsauremolekulen, deren komplementarer Strang mit einem 
Nukleinsauremolekul aus a) oder b) unter stringenten Bedingingen 
hybridisiert und welche die biologische Funktion eines fluoreszierenden 
Proteins aufweisen; 

15 d) Nukleinsauremolekulen, welche sich auf Grund der Degenerierung des 
genetischen Kodes von den unter c) genannten unterscheiden; 

e) Nukleinsauremolekulen, welche eine Sequenzhomologie von mindestens 95% 
zu SEQ ID NO: 1 zeigen, und welche die biologische Funktion eines 
20 fluoreszierenden Proteins aufweisen; und 

£) Nukleinsauremolekulen, welche eine Sequenzhomologie von mindestens 65% 
zu SEQ ID NO: 1 zeigen, und welche die biologische Funktion eines 
fluoreszierenden Proteins aufweisen. 



25 



Die Erfindung betrifft die oben genannten Nukleinsauremolekule, bei denen die 
Sequenz einen fimktionalen Promotor 5' zur Sequenz enthalt. 



30 



Die Erfindung betrifft auch Nukleinsauremolekule wie vorhergehend beschrieben, 
die Bestandteil von rekombinanten DNA oder RNA Vektoren sind. 
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Die Erfindungbetriffl Organismen, die einen solchen Vektor enthalten. 

Die Erfindung bezieht sich auf Oligonukleotide mit mehr als 10 aufeinander- 
folgend^ Nukleotiden, die identisch oder komplementar zur DNA oder RNA 
5 Sequenz der CGFP Molekttle sind. 

Die Erfindung betrifft fluoreszierende Proteine, die durch die vorhergehend 
beschriebenen Nukleotidsequenzen kodiert sind. 

10 Die Erfindung bezieht sich auf Verfahren zur Expression der erfindungsgemSssen 
fluoreszierenden Polypeptide in Bakterien, eukaryontischen Zellen oder in in vitro 
Expressionssystemen. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Aufreinigung/Isolierung eines erfindungs- 
1 5 gemassen fluoreszierenden Polypeptides. 

Die Erfindung bezieht sich auf Peptide mit mehr als 5 aufeinanderfolgenden Amino- 
sauren, die immunologisch durch Antikorper gegen die erfindungsgemSssen 
fluoreszierende Proteine erkannt werden. 

20 

Die Erfindung betrifft die Verwendung der erfindungsgemassen fluoreszierenden 
Proteine als Marker- und Reportergene, insbesondere fiir die pharmakologische 
WirkstofFsuche und Diagnostik. 

25 Expression der erfindungsgemassen fluoreszierenden Proteine 

Als Expression bezeichnet man die Produktion eines Molekuls, das nach dem 
Einbringen des Gens in eine geeignete Wirtszelle die Transcription und Translation 
des in einen Expressionsvektor klonierte Fremdgen erlaubt. Expressionsvektoren 
30 enthalten die fiir die Expression von Genen in Zellen von Prokaryoten oder 
Eukaryonten erforderlichen KontroUsignale. 
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Expressionsvektoren konnen prinzipiell auf zwei verschiedene Weisen konstruiert 
werden. Bei den sogenannten Transcriptionsfusionen wird das vom einklonierten 
Fremdgen codierte Protein als authentisches, biologisch aktives Protein synthetisiert. 
5 Der Expressionsvektor tragt hierzu alle zur Expression benStigten 5'- und 3'- 
KontroUsignale. 

Bei den sogenannten Translationsfusionen wird das vom einklonierten Fremdgen 
codierte Protein als Hybridprotein zusammoi mit einem anderen Protein exprimiert, 

10 das sich leicht nachweisen lasst. Die zur Expression benotigten 5'- und3'- 
KontroUsignale inklusive es Startcodons xrnd eventuell ein Teil der fiir die N- 
terminalen Bereiche des zu bildenden Hybridproteins codierenden Sequenzen 
stammen vom Vektor. Der zusatzliche eingefiihrte Proteinteil stabilisiert nicht nur in 
vielen Fallen das vom einklonierten Fremdgen codierte Protein vor dem Abbau durch 

15 zellulare Proteasen, sondem lasst sich auch zum Nachweis und zur Isolierung des 
gebildeten Hybridproteins einsetzen. Die Expression kann sowohl transient, als auch 
stabil erfolgen. Als Wirtsorganismen eignen sich sowohl Bakterien, Hefen, Viren als 
auch eukaryotische Systeme. 

20 Reinigung der erfindungsgemaDen fluoreszierenden Proteine 

Die Isolierung von Proteinen (auch nach Uberexpression) wird hUufig als 
Proteinreinigung bezeichnet. Zur Proteinreinigung steht eine Vielzahl an etablierten 
Methoden und Verfahren zur Verfugung. 

25 

Die Fest-Flttssig-Trennung ist eine Grundoperation bei Proteinisolierungen. Sowohl 
bei der Abtrennung der Zellen vom Kulturmedium als auch bei der Klarung des 
Rohextraktes nach Zellaufschluss und Entfemung der Zelltrihnmer, bei der 
Abtrennung von NiederschlSgen nach Fallungen usw. ist der Verfahrensschritt 
30 erforderlich. Er erfolgt durch Zentrifugation und Filtration. 



wo 2004/052926 




PCT/EP2003/013281 



-15- 



Durch Gewinnung intrazellularer Proteine muss die Zellwand zerstort bzw. 
durchiassig gemacht warden. Je nach MaBstab und Organismus werden dazu 
Hochdruckhomogenisatoren oder Ruhrwerkskugel- bzw. Glasperlenmiihlen 
eingesetzt. Im Labormafistab kommen u.a. mechanische Zellintegrationen und Ultra- 
S schallbehandlung zum Einsatz. 

Sowohl fur extrazellulare als auch intrazellulare Proteine (nach Zellaufschluss) sind 
verschiedene FSllungsverfahren mit Salzen (insbesondere Ammoniumsulfat) oder 
organischen Ldsungsmitteln (Alkohole, Aceton) eine schnelle und defiziente 
10 M^thode zur Konzentration von Proteinen. Bei der Reinigxing intrazellularer Proteine 
ist die Entfemung der loslichen Nucleinsauren erstrebenswert (Fallung z.B. mit 
Streptomycin- oder Protaminsulfat. Bei der Gewinnung extrazellulSrer Proteine 
werden haufig Trager (z.B. StSrke, Kieselgur) vor Zugabe der Fallungsmittel 
zugesetzt, um besser handhabbare Niederschiage zu erhalten. 

15 

Fur die FeiDcreinigung stehen zahlreiche chromatographische und Verteilungs- 
verfahren zur Verfugung (absorptions- und lonenaustauschchromatographie, Gel- 
filtration, AfBnitatschromatographie, Elektrophoresen. Eine Saulenchromatographie 
wird auch im technischen Mafistab angewandt. Ftir den Labormafistab ist vor allem 
20 die Affinitatschromatographie von Bedeutung, die Reinigungsfaktoren bis zu 
mehreren 100 pro Schritt ermfiglicht. 

Extrazellulare Proteine fallen in relativ verdflnnten L6sungen an. Sie miissen ebenso 
wie extrazellulare Proteine vor ihrer weiteren Verwendung konzentriert werden, 
25 Neben den schon erwahnten Verfahren hat sich - auch im industriellen MaBstab - die 
Ultrafiltration bewahrt. 

Anorganische Salze als Begleitstoffe von Proteinen sind fur spezifische 
Anwendungen hSufig unerwUnscht. Sie konnen u.a. durch Gelfiltration, Dialyse und 
30 Diafiltration entfemt werden. 
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Zahlreiche Proteine kommen als Trockenpraparate zum Einsatz. Als Trock- 
nungsverfahren sind die Vakuum-, Gefrier- und Spriihtrocknung von Bedeutung. 

Nukleotid- und Aminosauresequenzen 

Das fluoreszierende Protein CGFP wird durch die folgende Nukleotidsequenz codiert 
(SEQIDNO: 1): 

atgactgcacttaccgaaggagcaaaactgttcgagaaagaaattccctacattaca 
gagttggaaggagacgttgaaggaatgaaattcatcatcaaaggtgaaggtactggc 
gacgctactactggcaccatcaaagcgaaatatatttgcacaactggtgaccttcct 
gtaccatgggctaccatcttgagtagtttgtcgtatggtgttttctgtttcgctaag 
tatccacgccacattgccgactttttcaagagcacacaaccagatggttattcacaa 
gacagaatcattagttttgacaatgatggacaatacgatgtcaaagccaaggttact 
tatgaaaacggaacactttataatagagtcacagtcaaaggtactggcttcaaatca 
aacggcaacatccttggtatgagagttctctaccattcaccaccacacgctgtctac 
atccttcctgaccgtaaaaatggtggcatgaaaattgaatacaataaggctttcgac 
gttatgggcggtggtcaccaaatggcgcgtcacgcccaattcaataaaccactagga 
gcctgggaagaagattatccgttgtatcatcatcttaccgtatggacttctttcgga 
aaagatccggatgatgatgaaactgaccatttgaccatcgtcgaagtcatcaaagct 
gttgatttggaaacataccgttga-3^ . 

Daraus ergibt sich cine Aminosauresequenz von (SEQ ID NO: 2): 

MTALTEGAKLFEKEIPYITELEGDVEGMKFIIKGEGTGDATTGTIKAKYICTTGDLP 

VPWATILSSLSYGVFCFAKYPRHIADFFKSTQPDGYSQDRIISFDNDGQYDVKAKVT 

YENGTLYNRVTVKGTGFKSNGNILGMRVLYHSPPHAVYILPDRKNGGMKIEYNKAFD 

VMGGGHQMARHAQFNKPLGAWEEDYPLYHHLTVWTSFGKDPDDDETDHLTIVEVIKA 

VDL.ETYR 



Diese Sequenzai finden sich im Sequenzlisting wieder. 
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Beschreibung der Figuren 

Die Fig, 1 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pTripffiX2-CGFP . 

5 Die Fig. 2 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pcDNA3-CGFP . 

Die Fig. 3 zeigt die transiente Emission von CGFP in CHO-Zellen im Ex- 
pressionsvector pcDNA3-CGFP. Die Figur zeigt die mikroskopische Aufiiahme der 
transient transfizierten Zellen bei einer Anregung von 480 nm und einer Emission 
10 von 520 nm. 

Die Fig. 4 zeigt die Exitation des CGFP und des Kontrolllysates 

Die Fig. 5 zeigt die Emission des CGFP \md des Kontrolllysates 

15 

Die Fig. 6 zeigt das Aligment von CFGP, GFP (Aquoria) und GFP (Renilla) auf 
Aminosaureebene. 

CGFP_Cly : CGFP aus Clytia gregaria 
20 GFP_Ren : GFP aus Renilla 
GFP_Aeq . GFP aus Aequoria 

Die Fig. 7 zeigt das Aligment von CFGP, GFP (Aquoria) und GFP (Renilla) auf 
Nukleinsaureebene. 

25 

CGFP_Cly : CGFP aus Clytia gregaria 
GFP_Ren : GFP aus Renilla 
GFP_Aeq . GFP aus Aequoria 
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Beispiele 
Beispiel 1 

5 Als Vektor zur Heistellung des im folgenden dargestellten Konstruktes wurde das 
Plasmid pTriplEx2 der Firma Clontech venvendet. Das Derivat des Vektors wurde 
als pTriplEx2-CGFP bezeichnet. Der Vektor pTiiplEx2-CGFP wurde zur Expression 
von CGFP in bakteriellen Systemen verwendet. 

10 Die Fig. 1 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pTriplEX2-CGFP . 
Beispiel 2 

Als Vektor zur Herstellung des im folgenden dargestellten Konstruktes wurde das 
15 Plasmid pcDNA3.1(+) der Firma Clontech verwendet. Das Derivat des Vektors 
wurde als pcDNA3-CGFP bezeichnet. Der Vektor pcDNA3-CGFP wurde zur 
Expression von CGFP in eukaryotischen Systemen verwendet. 

Die Fig. 2 zeigt die Plasmidkarte des Vektors pcDNA3-CGFP . 

20 

Beispiel 3 

Bakterielle Expression 

25 Die bakterielle Expression erfolgte im E. coll Stamm BL21(DE3) durch 
Transformation der Bakterien mit den Expressionsplasmiden pTriplEX2-CGFP und 
pTriplEX2. Die transformierten Bakterien wurden in LB-Medium bei 37**C fiir 3 
Stunden inkubiert und die Expression fUr 4 Stunden durch Zugabe von IPTG bis zu 
einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Die induzierten Bakterien wau-den durch 

30 Zentrifiigation geemtet, in PBS resuspendiert und durch Ultraschall aufgeschlossen. 
Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines Fluorometers bestimmt. 
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Beispiel 4 

Eukaryotische Expression 

5 

Die konstitutive eukaryotische Expression erfolgte in CHO-Zellen durch 
Transfektion der Zellen mit den Expressionsplasmiden pcDNA3-CGFP und 
pcDNA3.1(+) in transienten Experimenten. Hierzu wurden 10000 Zellen pro Loch in 
DMEM-F12 Medium auf 96 Loch Mikrotiterplatten plattiert und fiber Nacht bei 
10 37°C inkubiert. Die Transfektion erfolgte mit Hilfe des Fugene 6 Kits (Roche) nach 
Herstellerangaben. Die transfizierten Zellen wurden liber Nacht bei 3TC in DMEM- 
F12 Medium inkubiert. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte im Fluorometer bei 
Raimitemperatur. 

1 5 Die Figur 3 zeigt die Expression von CGFP in CHO-Zellen. 
Beispiel 5 

Spektrum des fluoreszierenden Proteins CGFP 

20 

Zur Messung des Emissionsspektrums wurden E. coli BL21(DE3) mit den Plasmiden 
pTriplEX2-CGFP und pTriplEX2 transformiert. Die Induktion erfolgte durch die 
Zugabe von 1 mM IPTG und einer hikubation von 4 Stunden bei 37 **C. 
AnschlieBend wurden die Bakterien geemtet und in PBS resuspendiert. Die Lyse 
25 erfolgte durch Ultraschall. AnschlieBend erfolgte die Messung der Fluoreszenz im 
Fluorometer. 

Die Figur 4 zeigt die Exitation des CGFP und des KontroUlysates 
30 Die Figur 5 zeigt die Emission des CGFP und des KontroUlysates 



wo 2004/052926 



PCT/EP2003/013281 



-20- 



Beispiel 6 



BLAST 



Ergebnis einer BLAST-Analyse von CFGP auf der Aminosaureebene. 



>AA2002 :ABB06186 Abb06186 Green fluorescent protein GFPxml9 SEQ ID, NO: 15. 
5/2002, Length = 271, Score = 219 bits (558), Expect « 3e-56, Identities = 
102/228 (44%), Positives = 151/228 (65%), Gaps « 3/228 (1%) 

>gb|AAK02065.l| mutant green fluorescent protein [synthetic construct]. 
Length » 238, Score = 219 bits (557), Expect = 4e-56, Identities = 102/227 
(44%), Positives = 150/227 (65%), Gaps « 3/227 (1%) 

>gb|AAL33915.l|AF435430_l green fluorescent protein [Aequorea macrodactylal , 
Length = 238, Score = 218 bits (556), Expect = 5e-56, Identities = 102/227 
(44%), Positives = 150/227 (65%), Gaps = 3/227 (1%) 

>gb|AAL33918 .1 |AP435433_1 green fluorescent protein [Aecporea macrodactylal. 
Length = 238, Score = 218 bits (555), Expect = 7e-56, Identities = 101/227 
(44%), Positives = 149/227 (65%), Gaps = 3/227 (1%) 

>gb|AAL33916.l|AF435431_l green fluorescent protein [Aequorea macrodactylal. 
Length = 238, Score = 218 bits (554), Expect = 9e-56 
Identities = 102/227 (44%) , Positives = 150/227 (65%) , Gaps = 3/227 (1%) 

>gb|AAL33917 .1 |AF435432_1 orange fluorescent protein [Aequorea 
macrodactylal. Length = 238, Score = 218 bits (554), Expect = 9e-56, 
Identities = 101/227 (44%) , Positives = 149/227 (65%) , Gaps = 3/227 (1%) 

>AA2002:ABB06185 Abb061B5 Green fluorescent protein GFPxmlB SEQ ID, NO: 13. 
5/2002, Length = 271, Score = 217 bits (552), Expect = le-55. Identities = 
101/228 (44%), Positives = 151/228 (65%), Gaps = 3/228 (1%) 

>AA2002:ABB06184 Abb06184 Green fluorescent protein GFPxml6 SEQ ID, NO: 11. 
5/2002, Length = 271, Score = 216 bits (551), Expect = 2e-55, Identities = 
101/228 (44%), Positives o 150/228 (65%), Gaps 3/228 (1%) 

>AA2002:ABB06181 Abb06181 Green fluorescent protein GFPxm SEQ ID, NO: 5. 
5/2002, Length = 271, Score = 216 bits (551), Expect = 2e-55, Identities = 
101/228 (44%), Positives « 150/228 (65%), Gaps = 3/228 (1%) 

>gb|AAL33912.l|AF435427_l green fluorescent protein [Aequorea macrodactylal. 
Length = 238, Score « 216 bits (551), Expect = 2e-55, Identities o 101/227 
(44%), Positives = 150/227 (65%), Gaps = 3/227 (1%) 

>gb|AAK02064.l| mutant green fluorescent protein [synthetic construct]. 
Length « 238, Score = 216 bits (551), Expect « 2e-55, Identities = 101/227 
(44%), Positives » 150/227 (65%), Gaps = 3/227 (1%) 
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Beispiel 7 



BLAST 



5 Ergebnis einer BLAST-Analyse von CFGP auf Nukleinsaureebene. 



>qb|AF468563.l| Crassostrea gigas clone c077 microsatellite sequence. Length 
=415, Score = 41.1 bits (21), Expect = 1.4, Identities = 25/27 (92%) 

10 >gb|AC079685.2| Oryza sativa chromosome 10 clone OSJNBb0012A20, complete 

sequence. Length = 131599, Score = 41.1 bits (21), Expect = 1,4, Identities 
= 27/30 (90%) 

>gb|AF427906.l|AF427906 Solenopsis globularia littoralis putative odorant 
15 binding protein, precursor (Gp-9) gene, complete cds. Length = 1767, Score = 

41.1 bits (21), Expect = 1.4, Identities = 23/24 (95%) 

>gb|AF297617.l|AF297617 Echinococcus granulosus genotype 1 mitochondrion, 
complete genome. Length =13588, Score = 41.1 bits (21), Expect = 1.4, 
20 Identities » 23/24 (95%) 



Beispiel 8 

25 Die Figur 6 zeigt das Aligment von CFGP, GFP (Aquoria) und GFP (Renilla) auf 
Nukleinsaureebene. 

Beispiel 9 



30 



Die Figur 7 zeigt das Aligment von CFGP, GFP (Aquoria) und GFP (Renilla) auf 
Aminosaureebene. 
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Patentanspruche 

1. NukleinsauremolekUl, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 

a) Nukleinsauremolekttlen, die das Polypeptid offenbart durch SEQ ID 
NO: 2 kodieren; 

b) ' Nukleinsauremolekalen, welche die durch SEQ ID NO: 1 dargestellte 

Sequenz enthalten; 

c) Nukleinsauremolekulen, deren komplementarer Strang mit einem 
Nukleinsauremolekul aus a) oder b) unter stringenten Bedingingen 
hybridisiert und welche die biologische Fimktion eines 
fluoreszierenden Proteins aufweisen; 

d) Nukleinsauremolekulen, welche sich auf Grund der Degenerierung des 
genetischen Kodes von den unter c) genannten unterscheiden; 



e) Nukleinsauremolekfllen, welche eine Sequenzhomologie von min- 
20 destens 95% zu SEQ ID NO: 1 zeigen, und welche die biologische 

Fvmktion eines fluoreszierenden Proteins aufweisen; und 

f) Nukleinsauremolekalen, welche eine Sequenzhomologie von 
mindestens 65% zu SEQ ID NO: 1 zeigen, und welche die biologische 

25 Funktion eines fluoreszierenden Proteins aufweisen. 

2. Molekttle nach Anspruch 1, bei denen die Sequenz einen funktionalen 
Promoter 5^ zur Sequenz enthalt. 



15 



30 



3. 



Molekale nach Anspmch 2, die Bestandteil von rekombinanten DNA oder 
RNA Vektoren sind. 
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4. Organismen, die einen nach Anspruch 3 beschriebenen Vektor enthalten. 

5. Oligonukleotide mit mehr als 10 aufeinanderfolgenden Nukleotiden, die 
5 identisch oder komplementar zu DNA oder RNA Sequenzen nach Anspruch 1 

sind. 

6. Peptide, die durch die Nukleotidesequenzen nach Ansprach 1 kodiert sind. 

10 7. Verfahren zur Expression der CGFP Polypeptide gemass Anspruch 6 in 
Bakterien, eukaryontischen Zellen oder in in vitro Expressionssystemen. 

8. Verfahren zur Aufreinigung/Isolierung eines CGFP Polypeptides gemass 
Anspruch 6. 



15 



Peptide mit mehr als 5 aufeinanderfolgenden Aminosauren, die immuno- 
logisch durch Antikorper gegen das fluoreszierende Protein CGFP erkannt 
werden. 



20 10. Verwendung des fluoreszierenden Proteins CGFP gemaB den Ansprachen 1 
bis 7 als Marker- imd Reportergen. 




63} 
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SEQUENCE LISTING 
<110> Bayer AG, BHC 

<120> Isoliertes f lucres zierendes Protein CGFP, sowie dessen Verwendung 
<130> he A 36 493 
<160> 2 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 
<211> 708 
<212> DNA 

<213> Clytia gregaria 
<400> 1 

atgactgcac ttaccgaagg agcaaaactg ttcgagaaag aaattcccta cattacagag 60 

ttggaaggag acgttgaagg aatgaaattc atcatcaaag gtgaaggtac tggcgacgct 120 

actactggca ccatcaaagc gaaatatatt tgcacaactg gtgaccttcc tgtaccatgg 180 

gctaccatct tgagtagttt gtcgtatggt gttttctgtt tcgctaagta tccacgccac 240 

attgccgact ttttcaagag cacacaacca gatggttatt cacaagacag aatcattagt 300 

tttgacaatg atggacaata cgatgtcaaa gccaaggtta cttatgaaaa cggaacactt 36 0 

tataatagag tcacagtcaa aggtactggc ttcaaatcaa acggcaacat ccttggtatg 420 

agagttctct accattcacc accacacgct gtctacatcc ttcctgaccg taaaaatggt 4 80 

ggcatgaaaa ttgaatacaa taaggctttc gacgttatgg gcggtggtca ccaaatggcg 54 0 

cgtcacgccc aattcaataa accactagga gcctgggaag aagattatcc gttgtatcat 600 

catcttaccg tatggacttc tttcggaaaa gatccggatg atgatgaaac tgaccatttg 660 

accatcgtcg aagtcatcaa agctgttgat ttggaaacat accgttga 708 

<210> 2 
<211> 235 
<212> PRT 

<213> Clytia gregaria 
<400> 2 

Met Thr Ala Leu Thr Glu Gly Ala Lys Leu Phe Glu Lys Glu lie Pro 

15 10 15 

Tyr lie Thr Glu Leu Glu Gly Asp Val Glu Gly Met Lys Phe lie lie 

20 25 30 

Lys Gly Glu Gly Thr Gly Asp Ala Thr Thr Gly Thr He Lys Ala Lys 

35 40 45 

Tyr He Cys Thr Thr Gly Asp Leu Pro Val Pro Trp Ala Thr He Leu 
50 55 60 
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-2- 



Ser Ser Leu Ser Tyr Gly Val Phe Cys Phe Ala Lys Tyr Pro Arg His 
65 70 75 80 

He Ala Asp Phe Phe Lys Ser Thr Gin Pro Asp Gly Tyr Ser Gin Asp 

85 do 95 

Arg lie He Ser Phe Asp Asn Asp Gly Gin Tyr Asp Val Lys Ala Lys 

100 105 110 

Val Thr Tyr Glu Asn Gly Thr Leu Tyr Asn Arg Val Thr Val Lys Gly 

115 120 125 

Thr Gly Phe Lys Ser Asn Gly Asn He Leu Gly Met Arg Val Leu Tyr 

130 135 140 

His Ser Pro Pro His Ala Val Tyr He Leu Pro Asp Arg Lys Asn Gly 
145 150 155 160 

Gly Met Lys He Glu Tyr Asn Lys Ala Phe Asp Val Met Gly Gly Gly 

165 170 175 

His Gin Met Ala Arg His Ala Gin Phe Asn Lys Pro Leu Gly Ala Trp 

ISO 185 190 

Glu Glu Asp Tyr Pro Leu Tyr His His Leu Thr Val Trp Thr Ser Phe 



Gly Lys Asp Pro Asp Asp Asp Glu Thr Asp His Leu Thr He Val Glu 

210 215 220 

Val He Lys Ala Val Asp Leu Glu Thr Tyr Arg 



195 



200 



205 



225 



230 



235 



intIHKational search report 



A. CtASSIRCATION OP SUBJECT MATTER 

IPC7 C07K14/435 A01K67/00 



|onal Applteatlon No 

PCT/EP 03/13281 



Accowflng lo Intemaltoiial PatenI ClassHleallon (IPC) or to bolh naUenal classincallon and IPC 



RELOS SEARCHED 



Minimum documentalion searched (otassUlcalton eystam foDoiwad by dassificaiton symbols) 

IPC 7 C07K 



Documentation eeaicbedothertbanmlnimumdoGuinentatimto^^ In the neids searched 

eectronic data base consulted durlnfl the Intomatlonal search (name of data base and. where piacllcal. search teims used) 

EPO-Internal, SEQUENCE SEARCH 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation of document. viiHh indkatlon, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



LEVINE L D ET AL: "ISOLATION AND 
CHARACTERIZATION OF A PHOTO PROTEIN 
PHIALIDIN AND A SPECTRALLY UNIQUE GREEN 
FLUORESCENT PROTEIN FROM THE BIO 
LUMINESCENT JELLYFISH 
PHIALIDIUM-GREGARIUM" 

COMPARATIVE BIXHEMISTRY AND PHYSIOLOGY B, 

vol. 72, no. 1, 1982, pages 77-86, 

XP009028577 

ISSN: 0305-0491 

cited 1n the application 

abstract 

page 79, right-hand column, paragraph 2 
-page 80, right-hand column, paragraph 1; 
figure 3; table 3 

-/-- 



1,2.5.6, 
8,9 



3,4,7,10 



Furthor documents are listed in the continuation of box C. 



□ 



Patent family mennt}eis are listed In annex. 



* Special categories of dted documents : 

•A' document (Jennlng the general state of the art which Is not 

considered to be of pahicutar relevance 
*£' earner document but published on or alter the International 

filing date 

V document which may throw doubts on prlomy cialm(s)or 
which is cited to establish the publication dale of another 
dtailon or other special reason (as specified) 

'O* document referring to an oral disclosure, use. exhibOionor 
other means 

'P" document published prior to the International filing date but 
later than the priority date claimed 



*T' later document published after the International filing date 
or priority date and not In confllcl with the application but 
dted to understand the principle or Iheoiy underlying the 
invention 

•X" document of particular lelewanoe; the daimod invention 
cannot be considered novel or cannot be consMsred to 
involve an Inventive step when the document Is taken alone 

•Y* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person sKUed 
In the art. 

document member of the same patent family 



Dale of the actual oomplstbn of the Intemaiional search 



6 April 2004 



Name and malUng address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 581B Patentlaan 2 
NL - 2280 HV RQswqk 
TeL (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (431-70)340-3016 



Date of mailing of the International search report 

12/05/2004 



Authorized offlcer 



Well and, S 



Fofiii PCT/ISA/210 (Moond sheet) (January 2004) 



page 1 of 2 



ATIONAL SEARCH REPORT 



I PCT/Ef 



onal Application No 

PCT/EP 03/13281 



i C^Contlraiatton) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* I CltBtlonor<fc>cuinent.w&ti indication, where approprtale. of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



CHALFIE, M. AND KAIN, S.: "fireen 

fluorescent protein: properties, 

applications, and protocols" 

August 1998 (1998-08) , WILEY-LISS, INC. 

XP009028583 

cited In the application 
page 49; figure 3.3 
page 70 

PRASHER D C: "Using GFP to see the light" 
TRENDS IN GENETICS, ELSEVIER, AMSTERDAM, 
NL, 

vol. 11, no. 8, 1995, pages 320-323, 

XP004207387 

ISSN: 0168-9525 

page 322, right-hand coluffln, paragraph 5 
-page 323, left-hand column, paragraph 2; 
figure 2; table 1 

TSIEN R Y: "THE GREEN FLUORESCENT 
PROTEIN" 

ANNUAL REVIEW OF BIOCHEMISTRY, PALTO ALTO, 
CA, US, 

vol. 67, 1998, pages 509-544, XP000946725 
ISSN: 0066-4154 
page 511, paragraph 3 
page 539, paragraph 3 

INOUYE SATOSHI ET AL: "Cloning and 
sequence analysis of cDNA for the 
calcium-activated photoprotein, clytin" 
FEES (FEDERATION OF EUROPEAN BIOCHEMICAL 
SOCIETIES) LETTERS, 
vol. 315, no. 3, 1993, pages 343-346, 
XPOOl 180448 
ISSN: 0014-5793 

page 343, right-hand column, paragraph 1 

PRASHER D C ET AL: "PRIMARY STRUCTURE OF 
THE AEQUOREA VICTORIA GREEN-FLUORESCENT 
PROTEIN" 

GENE, ELSEVIER, AMSTERDAM. NL. 
vol. Ill, 1992, pages 229-233, XP001018985 
ISSN: 0378-1119 
figure 2 
-& DATABASE GENBANK 'Online! 
26 April 1993 (1993-04-26) 
PRASHER ET AL.: "Primary Structure of the 
Aequorea victoria green-fluorescent 
protein" 

Database accession no. M62653 

XP002276253 

the whole document 



3,4,7,10 



3,4,7,10 



3,4,7,10 



1-10 



1-10 



1-3,5 



fcm PCmSAAlO foonnnuatlon ol aaeend tfnM) <JBnuaiy 2004) 



page 2 of 2 



INTERNATI 



LER RECHERCHENBERICHT 




t Aktenzelchen 

PCT7EP 03/13281 



■PK 7 C07K147435 A01K67/00 



Nach der imemationaten PatantMasslfiliallon (IPK) Oder naeh dar nallonalen MassWHatlon und der IPK 



B. RECHERCHIEHTE GEBIETE 



FtechercMsrter MiideslprOfstoff (Klassilikalionssyslem und KlassifikalionsGymbols ) 

IPK 7 C07K 



RecheicMeite aber nWit zum MIndestptOfeton gehBiende Veiefrentllchungen. soweB diese unter die recheichlerten Getdete fallen 



wihrend dei iniemalionalen Recherche Konsultlerto eleMronlscho Oatanbank (Nama der Datenbank und evU. V8tv»endete SuchbegriM) 

EPO-Internal , SEQUENCE SEARCH 



C. ALS WESEWTLtCM ANOE8EHENE UNTERLAQEN 



Kaiegane* Bezeicmiung der VerjMfentflchung. sowell eifontertlch un!er Angabe der In Betracht konmnerKlan TeBe 



Balr. Anspnich Nr. 



LEVINE L D ET AL: "ISOLATION AND 
CHARACTERIZATION OF A PHOTO PROTEIN 
PHIALIDIN AND A SPECTRALLY UNIQUE GREEN 
FLUORESCENT PROTEIN FROM THE BIO 
LUMINESCENT JELLYFISH 
PHIALIDIUM-6REGARIUM" 

COMPARATIVE BIOCHEMISTRY AND PHYSIOLOGY B, 

Bd. 72, Nr. 1, 1982, Selten 77-86, 

XP009028577 

ISSN: 0305-0491 

In der Anmeldung erwShnt 

Zusamtnenfassung 

Seite 79, rechte Spalte, Absatz 2 -Seite 
80, rechte Spalte, Absatz 1; Abblldung 3; 
Tabelle 3 

~" _/„ 



1.2,5.6, 
8.9 



3,4,7,10 



m 



Weltere Veroflentlichungen Bind der Fortsetzung von Fold C zu 
enlnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamflie 



" Besondere Kalegorien von ange9et>enen Veroffentlichungen 

*A* VerOffentUchung. dto den altgemeinen Stand derTechnttcdeflnieit 

aber nidit als besonders bedeutsam anzusehen 1st 
'E* aitares Dokumenl. das jedoch erst am Oder nach dam intematlonalen 

AnmeUedalum verOffentllchl worden is! 
'L' VereitentUchung. die geeignet ist. einen Prtorttfltsanspruch zwelfelhaft er- 
schelnen zu lessen, oder durch die daa Verfiflentllchungsdalum einer 
anderen kn RecheichenbericM genannten Ver6ffentlichiing belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund anoeget>en Isl (wie 

ausgefOhrt) 

*Qr Ver6ffentllchung. die sich auf eine mQndDche Offenbaning. 

etne Benulzung. eine Aussteltung Oder andere MaOnahmen bezietit 
■P' Verfiffentlichung. die vordem internal lonalen Anmeldedatum, aber nach 
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